Search and characterization of the microbial enzymes catalyzing peptide synthesis from unprotected amino acids by 新井 利信
 
早稲田大学大学院 理工学研究科 
 
 
 
 
博士論文審査報告書 
 
 
 
 
 
 
 
 
論  文  題  目  
 
Search and Characterization of the Microbial 
Enzymes Catalyzing Peptide Synthesis 
from Unprotected Amino Acids 
 
無保護アミノ酸を基質とする微生物由来 
ペプチド合成酵素の探索とその諸性質解析 
 
 
 
 
 
 
 
申  請  者 
 
Toshinobu 
 
Arai 
 
新井 
 
利信 
 
応用化学専攻 応用生物化学研究 
 
 
 
 
 
 
２００９年 ２月  
 1
ペ プ チ ド は ア ミ ノ 酸 同 士 が ペ プ チ ド 結 合 を 介 し て 複 数 個 連 結 し た 化 合 物 で あ
る。単体のアミノ酸そのものにも数種の生理活性が報告されているが、これらが
連結してペプチドになると新たな生理活性が発現したり、安定性や溶解性などが
大きく変化したりすることが報告されている。近年、ペプチドの持つ有用性が注
目されており、その研究分野ならびに応用分野も多岐にわたる。しかし、機能性
が明らかにされているペプチドは一部であり、未だ多くのペプチドについては生
理活性や物性面についての検討は行われていない状況にある。この一因として、
ペプチドの安価でかつ効率的な生産方法が確立されていないなどの供給面での問
題点を挙げることができる。  
 ペプチドの合成法については、化学合成法をはじめとして酵素法など、様々な
検討が報告されている。中でもリガーゼ酵素を用いた手法では、反応の基質とな
るアミノ酸に保護基が不要であることや、反応が付加逆であること、化学合成と
は異なり反応時のラセミ化を回避できる、などの優位点を挙げることができる。
近年、 L-アミノ酸リガーゼと命名された新規酵素が協和発酵工業の田畑らによっ
て報告された。本酵素は ATP の加水分解反応と共役して無保護のアミノ酸同士を
直接連結することが可能である。さらに、この L-アミノ酸リガーゼ遺伝子を高発
現させた組換え微生物を用いることで、 Ala-Gln の発酵生産法を確立している。
しかしながら、この方法では合成可能なペプチドの種類は酵素の基質特異性に依
存してしまうため、限られた種類のペプチドしか合成できない。しかも、既報に
ある L-アミノ酸リガーゼはジペプチドを合成するが、 3 個以上のアミノ酸が連結
したオリゴペプチドを合成することはできなかった。  
 本論文では多種多様なペプチドを効率的に合成可能とするために、微生物由来
の L-アミノ酸リガーゼを中心として、新規酵素の探索を実施した。 L-アミノ酸リ
ガーゼにおいては、新たな基質特異性を有するジペプチド合成が可能な酵素、な
らびに世界で初となるオリゴペプチド合成が可能な画期的な酵素の取得に成功し
ている。さらに、ペプチド性ポリマーの合成についても検討するために、 L-アミ
ノ酸リガーゼ以外のリガーゼ酵素として Cyanophycin 合成酵素に着目し、従来の
酵素とは大きく異なり、プライマー分子の伸長反応ではなく、遊離アミノ酸から
の Cyanophycin 合成反応を触媒する酵素の取得に成功している。また、得られた
新規酵素について諸性質の検討を行っている。  
 第 1 章ではペプチドの有用性や微生物に由来するペプチド合成酵素について概
説している。とくに L-アミノ酸リガーゼについては、その発見に至った経緯や、
現状の問題点などを整理し、本研究の意義と目的を明らかにしている。  
 第 2 章では Pseudomonas syringae pv.  phaseol icola の産生する植物病原ペプ
チド Phaseolotoxin に着目し、この合成遺伝子クラスターから新たな基質特異性
を有する L-アミノ酸リガーゼの取得を検討している。 Phaseolotoxin はオルニチ
ン（ Orn）、アラニン（ Ala）、ホモアルギニン（ HomoArg）を骨格に有するトリ
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ペプチドである。 Phaseolotoxin の合成遺伝子クラスターは既に特定されてはい
たが、当該クラスター中に存在する各種遺伝子がコードしているタンパク質がど
のような機能を担っているかは明らかにされていなかった。そこで、リガーゼ酵
素に特有な ATP-grasp motif の存在を判断基準として、本合成遺伝子クラスター
内における L-アミノ酸リガーゼ遺伝子の探索を実施し、 2 つの候補遺伝子を見出
している。大腸菌発現系を用いて 2 つの候補遺伝子について発現を試み、そのう
ちの１つを可溶化タンパク質として取得することに成功している。さらに、この
可溶化タンパク質について L-アミノ酸リガーゼ活性を検証し、ジペプチドである
Ala-Xaa（ Xaa は任意のアミノ酸）の合成が可能であることを明らかにしている。
また、本酵素は Phaseolotoxin の骨格の一部である Ala-HomoArg も合成可能で
あり、 Phaseolotoxin 合成を担う酵素であることを強く示唆している。本章の成
果は、新たな L-アミノ酸リガーゼを見出しただけではなく、 L-アミノ酸リガーゼ
の生体内での役割や Phaseolotoxin の生合成機構に関わる知見についても提供す
る意義深いものであると認められる。  
 第 3 章 で は ペ プ チ ド 性 抗 生 物 質 Rhizoctic in の 生 産 菌 Bacil lus subtil is  
NBRC3134 からのトリペプチド合成を可能とする L-アミノ酸リガーゼの取得を
検討している。Rhizoctic in は構成アミノ酸の種類によって、4 つの構造体が報告
されている。Rhizoctic in A はＮ末端に Arg、C 末端に L-2-amino-5-phosphono-3- 
cis-pentenoic  acid（ APPA）を配したジペプチド（ Arg-APPA）であり、Rhizoctic in  
B,  C,  D は Arg-APPA のＮ末端に Val,  I le ,  もしくは Leu が結合したトリペプチド
（ R-Arg-APPA, R = Val ,  I le  or  Leu）である。当研究室における先行研究として、
B. subti l is  NBRC3134 から Arg-Xaa ジペプチドを合成可能な L-アミノ酸リガー
ゼ RizA を見出している。RizA にはトリペプチドの合成活性が見られなかったこ
とから、Rhizoctic in B,  C,  D の合成に関わるトリペプチド合成能を有した新たな
L-アミノ酸リガーゼが存在するものと申請者は推定した。そこで、 rizA の周辺領
域遺伝子解析を実施し、Rhizoctic in 生合成への関与が推定される一連の ORF と、
その中から rizA とは別に、リガーゼ酵素に特有な ATP-grasp moti f を有するタ
ンパク質をコードする遺伝子（ rizB と命名）を見出すことに成功している。大腸
菌を宿主として生産した RizB は、 Val および Leu を単独基質にすると各々の 2
～ 5 量体、I le においては 2～ 4 量体のオリゴホモペプチドを合成し、Val と Arg-Ser
（ Arg-APPA の代替）からは Val-Arg-Ser を合成した。これまでジペプチドしか
合成できなかった既存の L-アミノ酸リガーゼとは大きく異なり、 RizB はオリゴ
ペプチド合成を可能にする全く新規な L-アミノ酸リガーゼであり、ペプチドの新
規合成法を可能とする重要な成果であると高く評価できる。  
 第 4 章では RizB のアミノ酸配列を基にした in  s i l ico 解析を実施し、オリゴペ
プチド合成を可能とする新たな L-アミノ酸リガーゼの取得を検討している。具体
的にはゲノム配列が既知である微生物を対象とし、RizB とのアミノ酸配列の相同
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性に基づく探索（ BLAST 検索）を行っている。 BLAST 検索によって得られた候
補遺伝子を複数個選択し、大腸菌で生産したタンパク質について活性を検証した
結果、様々な微生物にオリゴペプチド合成が可能な L-アミノ酸リガーゼが存在し
ていることを明らかにし、当該酵素群の活性や諸性質、配列の相違点など様々な
比較解析を実施している。多様なオリゴペプチド合成を可能にする酵素の発見は、
学術的にも興味深いものであり、また工業的利用の観点からも高く評価できる。  
 第 5 章ではペプチド性ポリマー合成酵素として Cyanophycin 合成酵素（ CphA）
に着目し、プライマー非依存性酵素の取得を検討している。前章までにオリゴペ
プチド合成が可能な酵素の取得には成功したが、さらに長鎖のペプチド性ポリマ
ー合成が可能な酵素の取得には至っていなかった。そこで、検討対象を L-アミノ
酸リガーゼから CphA へと変更した。Cyanophycin は α -位でのペプチド結合を有
するポリペプチドの一種で、 CphA 単独で合成される。既存の CphA は、遊離の
アミノ酸からペプチドを合成する L-アミノ酸リガーゼとは異なり、低分子量の
Cyanophycin をプライマーとして伸長反応を行う酵素とされていた。そこで、遊
離 の ア ミ ノ 酸 か ら ペ プ チ ド を 合 成 可 能 な 酵 素 の 探 索 を 行 っ た と こ ろ 、
Thermosynechococcus elongatus BP-1 由来の CphA がプライマー非依存的に
Cyanophycin を合成する新規酵素であることを明らかにしている。また、本酵素
の諸性質を検討することで既存の CphA との相違点を明らかにし、生物進化の観
点からも考察を加えており、学術的にも意義深いものであると認められる。  
 第 6 章では、本論文を総括し、今後の展望について論じている。  
 本博士論文における新規 L-アミノ酸リガーゼの発見によって、多様なオリゴペ
プチド合成が可能になった。本成果は、これまでにその存在が知られていない酵
素の発見という学術的な意義に加え、従来の有機合成法の工業的課題を解決する
画期的な新規ペプチド合成法を提供するものとして工業的にも高く評価できる。
さらに、微生物内における L-アミノ酸リガーゼの果たす役割についてもその一端
を明らかにし、生化学の分野においても新たな知見を提供していることから学術
的にも意義深いものである。また、 CphA についても、任意のペプチド性ポリマ
ー合成を可能とする酵素の創製にあたって、その足がかりとなる酵素の取得に成
功したことは極めて意義深い。よって本論文を博士（工学）の学位論文として価
値あるものと認める。  
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